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概    要 我々は GPCR 型受容体の制御機構の研究を通して、GISP（G-protein coupled  
receptor interacting scaffolding protein）を見出した。GISP はタンパク質間相互作用に関与する
coiled-coil 構造を豊富に含んでおり、様々なタンパク質と結合してその機能を発揮すると考えられたた
め、結合タンパク質の探索を行ってきた。意外なことに、GISP は唯一のタンパク質 SUMO 化 E2 酵素
である Ubc9 と結合することが分かった。本研究では Ubc9 との結合が生体内で起こっているか、GISP
は SUMO 化修飾の基質であるか、基質であれば、SUMO 化はシナプス活動に依存するのかについて解
析を行った。その結果 GISP はシナプスに存在する新規 SUMO 化基質であり、興奮性シナプス伝達に
依存して、SUMO 化が調節されていることを明らかとなった。 
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研究の背景: G タンパク質共役型受容体（GPCRs）
は、主要な薬物標的分子群であり、病因論上及び
治療戦略上きわめて重要な分子標的である。これ
らの受容体の活性、薬理学的特性は、受容体タン
パク質自身によって規定されている内因性の性質
と受容体結合タンパク質などによって規定される
外因性の環境の両方によって規定されており、特
に後者は受容体の phenotype pharmacology（表現
型薬理学）を支配する要因として注目を集めてい
る。 
GISP（GPCRs interacting scaffolding protein）
は、我々が発見した、種々の GPCRs と結合し、脳
特異的に発現しているシナプス後膜に濃縮したタ
ンパク質である。GISP は、タンパク質間相互作用
を媒介する coiled-coil 構造に富み、多くの異なる
タンパク質と結合する足場（スカッフォルド）タ
ンパクとして機能していると考えられている。ま
たGISPはGPCRs等の膜タンパク質のリソソーム
依存性分解を抑制する機能を持ち、受容体量調節
機構として機能している。 
タンパク質 SUMO 化は、ユビキチンに類似した
タンパク質SUMOが基質タンパク質の特異的なリ
ジン残基に可逆的に結合する翻訳後修飾で、我々
はこの翻訳後修飾がシナプスで起こっており受容
体の活性調節に不可欠の役割を果たしていること
を世界に先駆けて示してきた。また我々を含む複
数の研究グループから神経細胞でのSUMO化修飾
の神経活動依存性が報告されている。 
研究の目的: 本研究に先立ち、GISP に結合するタ
ンパク質のスクリーニングを行い、様々なシグナ
ル伝達関連の結合タンパク質の中に SUMO 化 E2
酵素 Ubc9 を見出していた。このことから、受容体
制御に関する 2 つのシステム GISP－ESCRT 系と
SUMO 修飾系が GISP の SUMO 化を介して関連
している可能性が示唆された。従って本研究では、
GISP が新規 SUMO 化基質である可能性と、その
神経活動依存性について検討をおこなった。 
 
 
まずUbc9が新規GISP結合タンパク質である可
能性に基づき、ラット脳の細胞質画分から抗 Ubc9
抗体を用いて免疫沈降を行い、GISP の免疫共沈を
検出し、実際に生体内で GISP と Ubc9 が結合して
いることを確認した。また GISP 上の Ubc9 結合部
位のマッピングを行ったところ、一次構造上不連
続の 3 つの領域（1-102、320-445、654-800）に
Ubc9 の結合が見られた。 
これらの結果から、GISP が生体内で SUMO 化
修飾の基質となっている可能性が考えられた。ま
た、これらの領域がそれぞれ独立した SUMO 化部
位となっている可能性を示唆している。そこで、
まず上記の3つのUbc9結合領域を含む領域をそれ
ぞれ GST 融合タンパクとして発現させ、実際に
SUMO 化を受けるか否かを解析した。3 つの領域
は全て実際に SUMO 化を受けた（Fig2 下）。 
初代培養海馬神経細胞は NMDA 型グルタミン
酸受容体の内因性コアゴニストのグリシンによる
刺激でシナプス伝達を活発化させ、シナプス伝達
の長期増強に類似の可塑的な活動上昇を引き起こ
すことができる（Chem-LTP）。本法を適用して刺
激の前後で GISP と Ubc9 及び SUMO1 の共局在
を蛍光免疫染色法で解析したところ、GISP と 
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Fig.1. GISP と Ubc9 の結:In vitro の結合（左）、
脳の可溶性画分からの免疫共沈（右）  
 
SUMO1およびGISPとUbc9のいずれの局在も上
昇することが示された（Fig3）。以上から、GISP
の SUMO 化の少なくとも一部は NMDA 受容体を
介する興奮性シナプス伝達による調節を受けてい
ることが示唆された。 
以上の結果から、未だに不明な点が多く残され
ている神経タンパク質の SUMO 化基質として、新
たに GISP を同定でき、今後の受容体修飾機構の
研究の基盤となる成果が得られた。 
GISP は分子内に多くの coiled-coil 構造を持ち実
際に今回同定された SUMO 化部位のうち GISPΔ
７（654-800）領域はリソソーム依存性膜タンパク
分解機構（ESCRT complex）のサブユニットであ
る Tsg101 の結合部位でもある。従ってこの部位の
SUMO化によってGISP－Tsg101間の結合が影響
を受ける可能性が示唆された。今後の課題として、
GISPはSUMO化によりTsg-101との結合を失い、
結果として膜タンパク質の分解が促進方向へ向か
うことを作業仮説として研究を進めたい。 
 
 
 
 
 
 
Fig.2. GISP 上の SUMO 化 E2 酵素 Ubc9 の結合
部位（上）と、SUMO 化部位（下）の解析 
 
 
 
 
Fig.3.  海馬初代培養神経細胞における NMDA
受容体のグリシン刺激による GISP と
SUMO1、GISP と Ubc9 の共局在の亢進 
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